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て、滲出型 (exudative AMD) と萎縮型 (non-exudative AMD) の二種類に分類さ




は本邦では滲出型が多く (4)、一方欧米では萎縮型が大半を占めている (5)。 
 
 






 二種類の AMD 病態のうち、滲出型 AMD に関しては血管内皮細胞増殖因子 







 萎縮型 AMD の主要なリスクファクターは以下の通りである。1) 先天的要因
及び遺伝性要因として、セリンプロテアーゼの一種である high-temperature 
requirement A serine peptidase 1 (HTRA1) の変異や (10)、補体活性化第二経路制
御因子の一種である補体 H 因子 (complement factor H: CFH) の変異などがある 
(11, 12)。 2) 後天的要因及び環境因子として、加齢 (13, 14)、喫煙  (15, 16)、光



















鉄化合物である遊離ヘムの分解酵素 heme oxygenase-1 (HO-1) などがある (25)。
NF-E2-related factor 2 (Nrf2) は ROS産生に応答して活性化され、これらを含む数
多くの酸化ストレス応答機構を広く活性化する転写因子である (26, 27)。Nrf2は




ROS の間で求電子反応が起こり、Nrf2と Keap1が結合できなくなる (28, 29)。
結果的にフリーになった Nrf2 は核内に移行し、核内において  antioxidant 
responsive element (ARE) と呼ばれるプロモーター配列に結合し、それにより抗
酸化応答因子の転写が活性化される (28, 29)。 
 このように酸化ストレス応答機構の制御に重要な役割を果たす Nrf2であるが、












Fig. 2 Chemical structure of Nrf2 activators. 
 
2018 年 6 月よりバルドキソロンメチル (CDDO-Me、RTA402) の糖尿病性腎臓
病に対する国内第 III 相臨床試験が開始されている  (A Phase III Study of 
Bardoxolone Methyl in Patients With Diabetic Kidney Disease: AYAME Study) (32)。
また、バルドキソロンメチルの国際臨床試験として、慢性腎不全を呈するアルポ
ート症候群の治験が行われている (A Phase 2/3 Trial of the Efficacy and Safety of 



















で抗酸化作用を発揮する NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 (NQO1) (37)、同じく
第二相異物代謝酵素としてグルタチオン抱合反応を触媒することにより抗酸化




p62 に存在する keap1-interacting region (KIR) と Keap1 が相互作用することで









Fig. 3 Interaction between Nrf2-Keap1 system and autophagy flux. 














第 1章  Nrf2活性化薬による網膜色素上皮保護作用へのオートファジーの関与 






AMD 患者の網膜において視細胞外節の貪食 (ファゴサイトーシス) による代謝
制御を担う RPE細胞でオートファジー不全が明らかになった (41, 43, 46)。異物
除去のために形成されたオートファゴソームが消化されないことで RPE 内に脂
質が蓄積する。さらに、RPE 細胞の外側に脂質代謝産物 (老廃物、ドルーゼン) 
が放出され、網膜下に蓄積することにより RPE細胞が萎縮、これに伴って RPE
細胞により維持されていた視細胞の消失が起こるという機序が示唆されている 
(Fig. 4) (41, 43, 46)。 
 
 



















第 2節 実験材料及び方法 
2-1 実験材料 
本試験に用いた薬物及び試薬は、以下の通りである。 
クロロキン  (chroloquine: CQ)、スクロース、パラホルムアルデヒド 
(paraformaldehyde: PFA) はWako (Osaka、Japan)、リン酸水素二ナトリウム・十二
水、リン酸二水素ナトリウム二水和物、2-フェノキシエタノールは Kishida 
Chemical (Osaka、Japan)、Hoechst 33342は Invitrogen (Carlsbad、CA、USA)、Normal 
Goat Serumは Vector Labs (Burlingame、CA、USA)、フルオロマウントは Diagnostic 
Bio Systems (Pleasanton、CA、USA)、Triton X-100は Bio-Rad Laboratories (Hercules、
CA、USA)、O.C.T compound は Sakura Finetek Japan (Tokyo、 Japan)、Zinc 
protoporphyrin (ZnPP) は Frontier Scientific Inc. (Logan, Ut, USA) よりそれぞれ購
入した。RS9 [C32H43NO6; methyl (1α,2α,21β)-2-cyano-21-hydroxy-3,12-dioxo-1,2-
epoxyolean-9(11)-en-28-oate] は第一三共株式会社 (Tokyo、Japan) より提供して




 ヒト由来網膜色素上皮細胞株 (ARPE-19) は American Type Culture Collection 
(ATCC; Manassas、VA、USA) より購入した。ARPE-19細胞は 10% ウシ胎児血
清 (Fetal Bovine Serum: FBS)、100 U/mL penicillin及び 100 µg/mL streptomycin を
添加した Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)/F-12 (Wako、Osaka、Japan) 







 ARPE-19細胞を 96 well plateに 1.5×104 cells/well の密度で播種し、4日間培養
した。NaIO3は Phosphate Buffered Saline (PBS) に溶解し、終濃度 0.1–10 mMの




 細胞生存活性の評価には 2-(2-Methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4- nitrophenyl)-2H 
tetrazolium monosodium salt (WST-8) assay kit (Cell Counting Kit-8; Dojin Kagaku、
Kumamoto、Japan) を用いた。WST-8 (無色) は電子メディエーターである 1-
Methoxy-5-methylphenazium methyl sulfate (1-methoxy PMS) の存在下で生細胞内
の脱水素酵素により還元され、水溶性のホルマザン (橙色) を生成する。このホ
ルマザン吸光度 492 nm (対照波長 660 nm) を直接測定することにより、生細胞
を計測した。NaIO3処置開始から 24時間後にWST-8を終濃度 10%となるように
ARPE-19細胞に添加し、37°Cで 3時間培養した後、450 nmの吸光度をマイクロ






Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、USA) により、死細胞を
propidium iodide (PI; Thermo Fisher Scientific) によりそれぞれ染色した。NaIO3処
置開始から 24時間後に Hoechst 33342 及び PI溶液をそれぞれ終濃度 8.1 µM及
び 1.5 µM となるように添加し、37°C で 15 分間培養した後、Lionheart FX 








 ミトコンドリア膜電位は JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit 
(Thermo Fisher Scientific) を用いて販売元のプロトコールに従い測定した。典型
画像は BZ-X700 all-in-one fluorescence microscope (Keyence、Osaka、Japan) を用
いて、健康な細胞状態を示す JC-1 aggregates (excitation/emission = 540/605 nm; 赤
色蛍光 ) 及びアポトーシスまたは不健康な細胞状態を示す JC-1 monomers 
(excitation/emission = 480/510 nm; 緑色蛍光) をそれぞれ撮影した。定量評価には
マイクロプレートリーダー (GloMax-Multi Detection System; Promega) を用いて
それぞれの蛍光強度を測定した。緑色蛍光の輝度値を赤色蛍光の輝度値で割っ





 ARPE-19細胞は、24 well plateに 7.5×104 cells/wellとなるように播種し、37°C、
5% CO2の条件下で 4日間培養した。培地交換と試薬添加を行い、NaIO3添加直
前、6、24 時間後にそれぞれサンプリングを行った。サンプリング溶液として
protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail 2及び 3を含む RIPA buffer 
[50 mM Tris HCl (pH 8.0)、150 mM NaCl、0.5% デオキシコール酸ナトリウム、
0.1% SDS、1% Igepal CA-630] を用いた。サンプルはタンパク質抽出まで -80ºC
に保存した。タンパク質抽出には上記の通り作成した試薬 60 µLを各 well に添







緩衝液 (25 mM Tris、190 mM Glycine、3.5 mM SDS) を入れ、ゲルを溶液に浸し
た。1 ウェル当りの添加量は分子量マーカーを 3 µL、各サンプルを 10 µL とし
た。サンプルを添加後、ゲル 1 枚当たり 20 mA で泳動した。泳動後、ゲルを
cathode buffer (25 mM Tris、40 mM 6-aminohexanoic acid、20% methanol) に 15分
間浸した。転写膜は、メタノールに 15秒間浸し、超純水に 15分間浸した。その
後、anode buffer 2 (25 mM Tris、20%メタノール) に 20分間浸した。陽極側から、
anode buffer 1 (0.3 M Tris、20%メタノール) に浸したろ紙、anode buffer 2に浸し
たろ紙、転写膜、ゲル、cathode bufferに浸したろ紙の順に組み、0.8 mA/cm2の条
件で転写した。転写後、0.05% Tween 20 含有 Tris Buffered Saline (TBS; 0.05 M 
Tris、0.138 M NaCl、0.0027 M KCl) で Blocking One-Pに浸し、30分間ブロッキ
ングした。0.05% Tween TBSで洗浄後、Can Get Signal Solution 1で一次抗体を希
釈し、4ºCで一晩反応させた。0.05% Tween TBSで洗浄後、Can Get Signal Solution 
2で二次抗体を希釈して室温で 1時間反応させた。0.05% Tween TBSで洗浄した
後、イムノスターLDに 5分間浸した。その後、LAS-4000UVmini (Fujifilm、Tokyo、
Japan) を用いて検出した。一次抗体には、anti-HO-1 rabbit polyclonal (1:1000、
Merck KGaA)、 anti-microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) rabbit 
monoclonal [1:1000、Cell signaling technology (CST)、Beverly、MA、USA]、anti-
p62/SQSTM1 mouse monoclonal (1:500、GeneTex、 Irvine、CA、USA)、 anti-
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) rabbit monoclonal (1:1000、CST) 
を用いた。二次抗体には、Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit 
IgG (1:2000、Thermo Fisher Scientific)、HRP-conjugated goat anti mouse antibody 








 ARPE-19細胞は 8 well chamber slides (SCS-N08、Matsunami Glass Ind., Ltd.、
Osaka、Japan) に 4.5×104 cells/well の細胞密度で播種し、37°C、5% CO2 の条件
下で 4日間培養した。RS9 または溶媒を添加し、NaIO3処置開始直前、6時間後、
24時間後にそれぞれ 4% PFAによる固定を 15分間行い、免疫染色を開始した。
3% normal goat serum 含有 PBST (0.5% Tween 含有) で 30 分間ブロッキングし
た。ブロッキング後、一次抗体を用いて 4°C で一晩反応させた。その後、二次
抗体を 1 時間反応させ、Hoechst33342 (1:1000、Thermo Fisher Scientific) を 10 分
間反応させた。最後に PBS で洗浄後、chamber を取り除き、スライドガラスを
フルオロマウント (水溶性封入基材) を用いてカバーグラスで封入した。一次抗
体は、anti-LC3 rabbit monoclonal antibody (1:200、CST)、anti-p62/SQSTM1 mouse 
monoclonal antibody (1:500、GeneTex)、二次抗体は、Alexa Fluor® 488-conjugated 
goat anti-rabbit IgG (1:1000、Thermo Fisher Scientific)、Alexa Fluor® 546-conjugated 
goat anti-mouse IgG (1:1000、Thermo Fisher Scientific) を使用した。染色した細胞
は共焦点レーザ走査型顕微鏡 (FLUOVIEW FV10i; Olympus、Tokyo、Japan) を用
いて撮影した。画像解析におけるオートファゴソーム及び p62 陽性班の計数は
Image-J (developed by the National Institutes of Health) を用いて行った。 
 
2-2-8 RNA干渉 
 ARPE-19 細胞は抗生物質不含 10%FBS DMEM/F-12 培地を用いて 96 well プ
レートに 1.5×104 cells/well で、24 well プレートに 7.5×104 cells/well で播種し、




(Thermo Fisher scientific) 及び Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) への 10 nM 




Sequence #1, 5′-CAGCUCUAUCGUGCUCGAAUGAACA-3′ (sense) 
and 5′-UGUUCAUUCGAGCACGAUAGAGCUG-3′ (antisense); 
Sequence #2, 5′-GCUUUAAGCUGGUGAUGGCUUCCUU-3′ (sense) 
and 5′-AAGGAAGCCAUCACCAGCUUAAAGC-3′ (antisense); 
Sequence #3, 5′-GGCAGUGGGAAUUUAUGCCAUGUAA-3′ (sense) 
and 5′-UUACAUGGCAUAAAUUCCCACUGCC-3′ (antisense). 
 
上記の siRNA 及び陰性対照 siRNA (negative control small interfering RNAs) 
(Thermo Fisher Scientific) を遺伝子導入 24 時間後に抗生物質含有 10%FBS 




ゼブラフィッシュは理化学研究所バイオリソースセンター (RIKEN BRC; 
Tsukuba、Japan) より提供された野生型 (RIKNE-WT) を交配・繁殖させ使用し
た。成体のゼブラフィッシュはWesterfieldの手法 (50)に従い、水温 28.5 ± 0.5°C
の水槽中で、明期 14 時間/暗期 10 時間 (明期: 午前 8 時–午後 10 時) で飼育し
た。実験には 4ヶ月齢の成魚を使用し、岐阜薬科大学本部学舎 7階の培養室 (動
物) で飼育した。すべての実験手順は、岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委員会








 過去の報告 (52, 53) に従い、光に対する網膜の感受性を上げるために、ゼブ
ラフィッシュを 14日間、常時暗期に設定したシステム内で飼育し暗順応させた。
光照射直前にゼブラフィッシュを、照射用の水槽 (容量 3 L、中央部に仕切りあ
り) に移し替え、両側に計 2台のハロゲンランプを側面から約 30 cm離した状態




態で行った (Fig. 5)。光障害開始の 1時間前にゼブラフィッシュに麻酔 (0.1%フ
ェノキシエタノール溶液に応答がなくなるまで 1 分程度浸漬) をかけ、0.1–2.5 
mM NACまたは 3 mM RS9、300 µM CQ及び対照群として PBSをそれぞれ両眼
に 1 µL投与した。RS9の希釈液は 1×PBS を用いた。光照射群はすべて照射 24
時間後にサンプリングし、対照群として暗順応のみを行った群を用意した。 
 







液に 5分間浸漬) をかけ安楽死させた後、眼球を摘出し、4% PFA含有 0.1 M PB 
(pH 7.4) 中に浸漬した状態で 4°Cに保ち、一晩放置した。ついで、5%スクロー
ス中に眼球を移し常温で 30 分放置、20%スクロース中に移し 4℃ですべての眼
球が底に沈むまで (約 4時間) 放置、20%スクロース: O.C.T compound = 2 : 1溶
液中に移し常温で 30分放置した後、液体窒素を用いて O.C.T. compound中に凍
結包埋し、薄切するまで-80˚Cにて保存した。クライオスタット (Leica、Hesse、
Germany) を用いて、-20˚Cで厚さ 12 µmの切片を作製し、MASコーティングさ
れたカバーグラス (Matsunami、Osaka、Japan) に載せ、-80˚Cで保存した。 
 
2-2-12 組織免疫染色 
 凍結切片は染色時、-80°Cより取り出し、-20°Cで 1時間放置した後、4°Cで 1
時間放置し、さらに室温で 1時間乾燥させた。その後、Super PAP pen (Invitrogen) 
にて反応液の流出を防ぐために切片の周囲を囲んだ。10% normal goat serum 含
有 PBST (0.5% Tween含有) で 1時間ブロッキングした。ブロッキング後、一次
抗体を用いて 4°C で一晩反応させた。その後、二次抗体を 1 時間反応させ、
Hoechst33342 (1:1000、Thermo Fisher Scientific) を 10 分間反応させた。一次抗体
は、anti-zpr1 mouse monoclonal antibody (1:250、Abcam、Cambridge, UK)、二次抗
体は、Alexa Fluor® 546-conjugated goat anti-mouse IgG (1:1000、Thermo Fisher 
Scientific) を使用した。染色後、Fluoromount (水溶性封入基材) で封入した。染
色した切片は共焦点レーザ走査型顕微鏡 (FLUOVIEW FV10i; Olympus、Tokyo、
Japan) を用いて撮影した。すべての網膜で光による障害が最も大きい背中側の




layer: ONL) の細胞核数及び ONLの厚さを画像内における 3点 (画像内の左側、
中央、右側からそれぞれ 1点ずつ) の平均値から算出した。 
 
2-2-13 統計学的解析 
 実験成績は平均値 (Mean) ± 標準誤差 (Standard error of the mean: SEM) で示し
た。統計学的な比較は、SPSS Statistics (IBM、Armonk、NY、USA) softwareを用
いて F検定を行った後、Student’s t-testまたはWelch’s t-test、一元配置分散分析





第 3節 実験成績 
3-1 RS9による NaIO3誘発酸化ストレス障害からの ARPE-19細胞保護作用 
 はじめに、ARPE-19 細胞に対して NaIO3を用いて酸化ストレスをかけ、酸化
ストレス障害に対する RS9の保護作用を検討した。既報より、RS9による Nrf2
活性化には 6時間程度を要することが明らかになっているため (36, 54)、本試験
において RS9 は NaIO3処置の 6 時間前から処置し、NaIO3処置後も継続的に処
置した。RS9は 0.1–10 nMの範囲で濃度依存的な保護作用を示した (細胞生存活
性; Fig. 6A、細胞死; Fig. 6B-C)。また、早期アポトーシスの指標であるミトコン
ドリア膜電位を JC-1染色により評価した結果、膜電位が消失したミトコンドリ
アを示す JC-1 monomerの割合が、NaIO3処置により上昇し、この上昇が RS9の






Fig. 6 Protective effects of RS9 on ARPE-19 cells against NaIO3-induced oxidative 
stress.  
 (A) Cell viability was evaluated using the Cell Counting Kit (CCK)-8 assay. (B-C) Cell 
death rates were evaluated by propidium iodide (PI) (red) /Hoechst 33342 (blue) double 
staining. (B) Representative images. (C) Quantitative data of the percentage of PI positive 
cells. (D-E) The ratio of mitochondria that had an impaired membrane potential (JC-1 
monomer: green) to healthy mitochondria (JC-1 aggregate: red) was evaluated using the 
JC-1 assay. (D) Representative images. (E) Quantitative data for the ratio of monomers 
to aggregates. Scale bar = 100 µm. In all experiments, NaIO3 was used at 10 mM final 
concentration. Scale bar = 100 µm. Mean ± SEM (n = 6), **p < 0.01 vs. control, and ‡p 




3-2 RS9による ARPE-19細胞保護作用に対する HO-1誘導作用の寄与 
 RS9が NaIO3誘発 APRE-19細胞障害に対する保護作用を示したため、続いて
作用機序について検討を行った。はじめに、Nrf2 の下流で働く主要な抗酸化応
答因子の一つである HO-1 について、保護作用に対する寄与を検討するため、
HO-1阻害剤である zinc protoporphyrin (ZnPP) を同時に処置した場合の細胞生存
活性への影響を評価した。また、比較対象として Nrf2活性化作用を持たない抗












Fig. 7 Effects of HO-1 inhibitor, ZnPP, on protective effects of RS9 and NAC. 
 Cell viability was evaluated using the CCK-8 assay. NaIO3, RS9, N-acetyl-L-cysteine 
(NAC), zinc protoporphyrin (ZnPP) were used at 10 mM, 10 nM, 1 mM, and 3 µM final 
concentration, respectively. Mean ± SEM (n = 6), **p < 0.01 vs. control, †<0.05, ‡p < 










ロロキン (CQ) (55) を用いて、RS9と NACを比較し、細胞生存活性への影響を
検討した。NaIO3処置により低下した細胞生存活性は、CQの同時処置により変
化しなかった。また、CQは ZnPPと同様に RS9の保護作用を阻害し、NACの保
護作用を阻害しなかった (Fig. 8)。このことから、RS9による Nrf2活性化を介し
た APRE-19細胞保護作用にオートファジーの関与が示唆された。 
 
Fig. 8 Effects of autophagy inhibitor, CQ, on protective effects of RS9 and NAC.  
 Cell viability was evaluated by the CCK-8 assay. NaIO3, RS9, NAC, chloroquine (CQ) 
were used at 10 mM, 10 nM, 1 mM, and 30 µM final concentration, respectively. Mean 
± SEM (n = 6-12), **p < 0.01 vs. control, ‡p < 0.01 vs. NaIO3 (+), and $$p < 0.01 vs. 









た NaIO3処置 24時間後以外に、6時間後、処置直前 (RS9処置開始から 6時間




6時間後のタイミングから 24時間後までさらに強い発現上昇が認められた (Fig. 
8A-B)。また、オートファゴソーム形成の指標として用いられる LC3-II/I 比は
NaIO3単独処置ではほとんど変化しなかったが、RS9 処置により有意に上昇し、






スアッセイの結果、RS9処置群に比べて CQ 同時処置群で顕著な LC3-II の発現
上昇が認められたことから (Fig. 9A, C)、RS9はオートファジーを活性化させ、
その過程で一時的にオートファゴソームが増加していることが示唆された。ま
た、LC3-I はオートファゴソームを形成していない細胞質局在型の LC3 アイソ
フォームであるが、NaIO3処置による細胞障害に伴う不要物の蓄積が起こった結
果、オートファジー需要が高まり LC3-II の前駆体としての LC3-I の発現が上昇





処置 6時間後に顕著な発現上昇が認められた (Fig. 9A, E)。さらに、NaIO3処置







Fig. 9 Time-window of autophagy-related protein expressions after RS9 treatment. 
 (A) Representative results of the time course analysis by western blotting. Hours 
indicate the time after NaIO3 treatment. (B-E) The results of quantitative analysis of the 
intensity of each immunoreactive protein band. (B) HO-1 expression levels normalized 
to those of GAPDH. (C) LC3-II levels compared with those of LC3-I. (D) LC3-I levels 
normalized to those of GAPDH. (E) p62 levels normalized to those of GAPDH. NaIO3, 
RS9, CQ were used at 10 mM, 10 nM, and 30 µM final concentration, respectively. Mean 











て RS9 処置群で有意に増加しており、CQ 処置によりさらなる蓄積が認められ
た。また、NaIO3処置 24時間後では NaIO3単独群と RS9処置群の間にオートフ
ァゴソーム数の差は認められず、CQ処置群においては NaIO3処置 6時間から蓄
積が認められた (Fig. 10A, B)。オートファジーの対象となる p62陽性のドット 





Fig. 10 Immunostaining of autophagy-related proteins after RS9 treatment. 
 (A) Representative images of LC3 and p62 immunostaining (LC3: green, p62: red, 
Hoechst 33342: blue). Hours indicate the time after NaIO3 treatment. White arrows 
indicate the vacuolated and swollen formed nuclei. (B) Quantitative analysis of the 
number of LC3 positive autophagosomes. (C) Quantitative analysis of the number of p62-
positive speckles. Scale bar = 10 µm. Mean ± SEM (n = 4), **p < 0.01, (Student’s t-test). 




3-6 RS9による p62誘導作用と HO-1誘導作用の関係 








Fig. 11 Effects of HO-1 knockdown on p62 expression after RS9 treatment. 
 (A) Representative results of RNA interference to HO-1 by western blotting. (B-C) The 
results of quantitative analysis of the intensity of each immunoreactive protein band. (B) 
HO-1 expression levels normalized to those of GAPDH. (C) p62 levels normalized to 
those of GAPDH. RS9 was used at 10 nM final concentration. Mean ± SEM (n = 3), *p 


















網膜外顆粒層 (ONL) の菲薄化及び細胞数を評価した結果、いずれも NAC投与






Fig. 12 Protective effects of intravitreal administration of NAC against light-induced 
retinal degeneration in a concentration-dependent manner. 
 (A) Typical images immunostained for zebrafish photoreceptor marker, zpr1 (red) and 
Hoechst 33342 (blue). (B–C) Quantification of ONL thickness and ONL cell number 
using the immunostaining results. Data are shown as means ± SEM (n=4–6). **p < 0.01 
and *p < 0.05 vs. control (Student's t-test). †p < 0.01, ‡p < 0.05 vs. vehicle (Dunnett’s 
test). Scale bar=30 mm. GCL, ganglion cell layer; INL, inner nuclear layer; NAC, N-











光により障害される視細胞の核が存在する ONL の菲薄化は RS9 投与で抑制さ
れ、CQ同時投与により RS9の抑制作用が消失した (Fig. 13A, B)。また、ONLに
存在する核数を定量した結果、ONL厚と同様に RS9投与により、光障害による
細胞核数の減少が抑制され、CQ により RS9 の抑制作用が減弱する傾向が認め








Fig. 13 Autophagy-related protective effects of RS9 on adult zebrafish retina from 
intense light exposure.  
 (A-C) Hoechst33342 staining of a cryosection of zebrafish retinas injected intravietrally 
with RS9 and CQ. (A) Representative image (Hoechst33342: cyan). Scale bar = 10 µm. 
(B) ONL thickness. (C) ONL cell number. Mean ± SEM (n = 5-6). vs. control; **p < 0.01, 
vs. vehicle; †p < 0.05, ‡p < 0.01, vs. RS9; $$p < 0.01. ONL: outer nuclear layer, INL: inner 






第 4節 考察 




Nrf2 の転写活性化により p62 が誘導されること自体に酸化ストレス抑制の分子
生物学的意義があることを示すものである。 
 








































 今回の検討では、RS9 による p62 誘導を介したオートファジー誘導に着目し
て検討を行ったが、経時的評価の結果では一部で p62と LC3-IIの発現変動が相
関していなかった (Fig. 9, NaIO3処置 24時間後)。このことから、RS9により誘
導されたオートファゴソームは p62 を含まないものも存在しており、これらは






















第 2章 Nrf2活性化薬による視細胞外節ファゴサイトーシス活性化作用 
第 1節 緒言 




側に位置する RPE細胞によって貪食 (ファゴサイトーシス) される (3)。RPE細
胞による視細胞外節のファゴサイトーシスは認識・取り込み・消化の三段階から






している (Fig. 15)。したがって、LC3 関連型ファゴサイトーシス機構を標的と
した新たな治療戦略は、萎縮型 AMDに対して有効であると考えられる。 
第１章の結果から、Nrf2 活性化薬がオートファジー経路を活性化することが











Fig. 15 Schematic diagram of LC3 associated phagocytosis in RPE and visual 
cycle. 







第 2節 実験材料及び方法 
2-1 実験材料 
本試験に用いた薬物及び試薬は、以下の通りである。 
フマル酸ジメチル (Dimethyl fumarate) は東京化成 (Tokyo、Japan) 、スルフォラ
ファン (sulforaphane) は Cayman Chemical (Ann Arbor、MI、USA)、 スクロース、
PFAは、Wako (Osaka、Japan)、リン酸水素二ナトリウム・十二水、リン酸二水素
ナトリウム二水和物、Hoechst 33342、pHrodo® succinimidyl ester、FITC Isomer Iは






ヒト由来網膜色素上皮細胞株 (ARPE-19) は American Type Culture Collection 
(ATCC) より購入した。ARPE-19細胞は 10% FBS、100 U/mL penicillin及び 100 
µg/mL streptomycin を添加した Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)/F-12 
(Wako、Osaka、Japan) を用い 37°C、5% CO2中にて培養した。また、2–3日毎に
培地交換を行い、4–5日毎に trypsin処理による継代操作を行った。 
 初代培養ヒト網膜色素上皮細胞 (hRPE) は Lonza (Walkersville、MD、USA) よ
り購入した。hRPE細胞は 2% FBS、L-glutamine、GA-1000、Growth factor (FGF-
B) を添加した Retinal Pigment Epithelial Basal Mediumを用いて、37ºC、5% CO2
中にて培養した。また、4–5日毎に Trypsin/EDTA、Trypsin Neutralizing Solution、






ブタ眼からの視細胞外節 (photoreceptor outer segment: POS) 単離については、
過去に報告されている二種類のプロトコール (66, 67) を参考に、一部改変した
方法で行った。以下にその詳細を記す。単離した網膜を懸濁させる溶液として
NaCl (115 mM)、KCl (2.5 mM)、MgCl2 (1 mM)、HEPES/KOH (10 mM)、dithiothreitol 
(1 mM) を含む POS buffer (pH7.5) を調整した (66)。食肉加工業者 (丸尚食品、
一宮、日本) から購入したブタ眼から網膜を取り出し、0.6 Mスクロース入りの
POS bufferに 1眼につき 2.0 mLの割合で懸濁した。二重に重ねた医療用ガーゼ
を用いて、網膜懸濁液を３度濾過した (67)。濾過した溶液を、前日に調製した
0.9 M、1.2 M、1.5 Mスクロース濃度勾配溶液に静かに加えた。これを 103,500 × 
g、4℃で 50 分間遠心した。遠心後、中間に生じる白い POS の層を回収し、4-5
倍量の氷冷 20 mM Tris酢酸 buffer (pH 7.2)、5 mM タウリン混合溶液に溶解した
後、3,000 × g、4℃で 10分間遠心した。採集した沈殿物を 10 mLの 10%スクロー
ス、20 mM Tris酢酸 buffer (pH 7.2)、5 mMタウリン混合溶液に溶解した後、3,000 
× g、4 ℃で 10分間遠心した。さらに沈殿物を採集し、15 mLの 10%スクロース、
20 mM リン酸ナトリウムbuffer (pH 7.2)、5 mMタウリン混合溶液に溶解した後、
3,000 × g、4℃で 10分間遠心した (67)。沈殿物として得られた POSを 10 mLの
DMEMに再懸濁し、血球計算盤を用いて濃度を計算した後、1 × 107 個/mLの濃
度になるようにさらに希釈し、-80℃で保存した。 
 
2-2-3  pHrodo® succinimidyl esterまたは FITC Isomer Iの付加 
POS (10 mg) を 5 mLの DMEMに溶解し、2 mg/mLに調整した。DMSO (150 
µL) に懸濁した 1 mgの pHrodo® succinimidyl esterまたは DMSO (1 mL) に懸濁
した 10 mg の FITC Isomer I と共に、Amicon Ultra-15 molecular cutoff: 3,000 
(Millipore、Billerica、MA、USA) に入れた。遮光して室温で 1時間反応させた後、




2-2-4  網膜色素上皮 (RPE) 細胞によるファゴサイトーシス活性評価 
  ARPE-19細胞または hRPE細胞は 96 well plateに 1.5 × 104 cells/wellで播種し、
37˚Cで 4日間培養した。細胞がコンフルエントに達した後、ARPE-19細胞は 1% 
FBS を含む DMEM/F-12 に、hRPE は 1% FBS を含む Retinal Pigment Epithelial 
Basal Mediumにそれぞれ培地を交換した。RS9 (0.01、0.1、1 µM) を添加して 6
時間培養した後、1 × 107個の POS/wellとなるよう 10 µLずつ添加してさらに 6
時間培養した。培養後、1% FBS入り DMEM/F-12で 5回培地交換し、過剰な POS
を取り除いた。 hRPEは 1xPBSで5回洗浄し、最後の培地交換のみRetinal Pigment 
Epithelial Basal Mediumを用いた。染色像の撮影は BZ-X700 all-in-one fluorescence 
microscope (Keyence) を用いて行った。 








 ARPE-19細胞は、24 well plateに 7.5×104 cells/wellとなるように播種し、37°C、
5% CO2の条件下で 4日間培養した。培地交換と試薬添加を行い、非標識の POS
添加 1-36 時間後にそれぞれサンプリングを行った。以後は第一章 2-2-6 と同様
の方法にて評価を行った。本章にて検討に用いた一次抗体は Table 1に記載した。
二次抗体には、Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:2000、
Thermo Fisher Scientific)、 HRP-conjugated goat anti mouse antibody (1:2000、Thermo 







Table 1. Antibodies used in this study. 
 
Antigen Antibody description Manufacturer concentrations 
HO-1 rabbit polyclonal Merck KGaA 1:1000 
NQO1 rabbit polyclonal Merck KGaA 1:200 
LC3 rabbit monoclonal CST 1:1000 
p62 mouse monoclonal GeneTex 1:500 
β-Actin mouse monoclonal Sigma Aldrich 1:2000 
AMPKα rabbit monoclonal CST 1:1000 
phospho-AMPKα (Thr172)  rabbit polyclonal CST 1:1000 
mTOR rabbit polyclonal CST 1:1000 
phospho-mTOR (Ser2448) rabbit polyclonal CST 1:1000 
Akt rabbit polyclonal CST 1:1000 
phospho-Akt (ser473) rabbit polyclonal CST 1:1000 
CST: Cell Signaling Technology 
 
2-2-6 FITC-POS分解評価 
  RPE-19細胞は 8 well chamber slides (SCS-N08、Matsunami Glass Ind., Ltd.) に
4.1×104 cells/well の細胞密度で播種し、37°C、5% CO2 の条件下で 4日間培養し
た。RS9及びバフィロマイシン A1 (Bafilomycin A1: Baf A1) (Cayman Chemical) 
または溶媒を添加し、POS添加 36時間後に 4% PFAによる固定を 15 分間行い、
Hoechst33342 (1:1000、Thermo Fisher Scientific) を 10 分間反応させた。PBS で洗
浄後、chamber を取り除き、スライドガラスをフルオロマウント (水溶性封入基
材) を用いてカバーグラスで封入した。染色像の撮影は BZ-X700 all-in-one 
fluorescence microscope (Keyence) を用いて行った。画像解析における FITC-POS






 ARPE-19 細胞は抗生物質不含 10%FBS DMEM/F-12 培地を用いて 96 well プ
レートに 15,000 cells/well で、24 well プレートに 7.5×104 cells/well で播種し、
37ºC、5% CO2 の条件下で 3日間培養した。LipofectamineTM RNAiMAX Reagent 
(Thermo Fisher Scientific) 及び Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) への 10 nM 
siRNA の混合溶液を作製した後、ARPE-19 細胞への siRNA 導入を行った。使









#1 (Sense) 5’-AGAAGUGGACCCGUCUACAGGUGAA-3’ 
#1 (Antisense) 5’-UUCACCUGUAGACGGGUCCACUUCU-3’ 
#2 (Sense) 5’-CAGGCUCCUGCAGACCAAGAACUAU-3’ 
#2 (Antisense) 5’-AUAGUUCUUGGUCUGCAGGAGCCUG-3’ 
#3 (Sense) 5’-UACGUGAAGGAUGACAUCUUCCGAA-3’ 
#3 (Antisense) 5’-UUCGGAAGAUGUCAUCCUUCACGUA-3’ 
AMPKα2 siRNA 
#1 (Sense) 5’-ACCGAGCUAUGAAGCAGCUGGAUUU-3’ 
#1 (Antisense) 5’-AAAUCCAGCUGCUUCAUAGCUCGGU-3’ 
#2 (Sense) 5’-GCAGGUCCUGAAGUUGAUAUCUGGA-3’ 
#2 (Antisense) 5’-UCCAGAUAUCAACUUCAGGACCUGC-3’ 
#3 (Sense) 5’-CCCACUGAAACGAGCAACUAUCAAA-3’ 
#3 (Antisense) 5’-UUUGAUAGUUGCUCGUUUCAGUGGG-3’ 
AMPKα1 siRNA 
#1 (Sense) 5’-CCCAUCCUGAAAGAGUACCAUUCUU-3’ 
#1 (Antisense) 5’-AAGAAUGGUACUCUUUCAGGAUGGG-3’ 
#2 (Sense) 5’-CCCUCAAUAUUUAAAUCCUUCUGUG-3’ 
#2 (Antisense) 5’-CACAGAAGGAUUUAAAUAUUGAGGG-3’ 
#3 (Sense) 5’-ACCAUGAUUGAUGAUGAAGCCUUAA-3’ 
#3 (Antisense) 5’-UUAAGGCUUCAUCAUCAAUCAUGGU-3’ 
 
陰性対照として、siRNA (negative control small interfering RNAs) (Thermo Fisher 








  ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド (Nicotinamide Adenine Dinucleotide: 
NAD) の酸化型である NAD+と還元型である NADH 比の測定には NAD+/NADH 
Assay Kit-WST (Wako) を用いた。本試薬は水溶性色素である Water soluble 








 実験成績は平均値 ± 標準誤差で示した。統計学的な比較は、SPSS Statistics  
softwareを用いて F検定を行った後、Student’s t-testまたはWelch’s t-test、一元配






第 3節 実験成績 
3-1 RPE細胞における視細胞外節ファゴサイトーシスの RS9による促進作用 
はじめに、RS9による RPE 細胞の視細胞外節ファゴサイトーシス活性への影
響を検討した。RS9 を 6 時間前処置した後、pH 感受性色素 pHrodo により標識
した豚の眼由来の視細胞外節を ARPE-19細胞に添加した (Fig. 16A)。POS添加
から 6 時間後のファゴリソソーム形成を ARPE-19 細胞に取り込まれた pHrodo-
POSの蛍光強度により測定したところ、pHrodo-POSの蛍光強度が RS9の処置濃
度依存的に増加した (Fig. 16B, C)。共焦点顕微鏡を用いた z-stack画像において
も、ARPE-19細胞に取り込まれた pHrodo-POSが核の周囲に存在することが確認
された (Fig. 16D)。同一のタイムポイントにおいて、蛍光標識していない POSを
取り込ませた ARPE-19 細胞における Nrf2 下流抗酸化応答タンパク質 (HO-1、
NQO1) 及び POS の消化に関与するとされるオートファジーの関連タンパク質 
(LC3-II、p62) の発現を評価したところ、いずれも 1 µMの RS9処置により増加
が認められた (Fig. 16E, F)。また、RS9によるファゴリソソーム形成促進作用は、
7日間培養したヒト初代培養 RPE細胞 (hRPE細胞) においても ARPE19細胞と












Fig. 16 Effects of RS9 on POS phagolysosomes formation in RPE cells.  
(A) Experimental protocol. (B) Representative images of phagocytized pHrodo-SE–
labeled POS at 6 hours after POS treatment in ARPE-19 cells. Scale bar indicates 100 
µm. (C) Quantitative data of the phagocytized pHrodo-SE–labeled POS fluorescence 
intensity. Mean ± SEM (n = 12), **p < 0.01 vs. vehicle (Dunnett’s test). (D) Z projected 
images of phagocytized pHrodo-SE–labeled POS using confocal microscope. Upper 
images show XY axis and lower images show XZ axis. Scale bar indicates 20 µm. (E) 
Representative band images of western blotting 6 hours after POS treatment. (F) The 
results of quantitative analysis of the intensity of each immunoreactive protein band. Each 
relative intensity was normalized to those of β-Actin. RS9 was used at 1 µM as a final 
concentration, respectively. Mean ± SEM (n=5), **p < 0.01 (Student's t-test). (G) 
Representative images of phagocytized pHrodo-SE–labeled POS at 6 hours after POS 
treatment in hRPE cells. Scale bar indicates 100 µm. (H) Quantitative data of the 
phagocytized pHrodo-SE–labeled POS fluorescence intensity in hRPE cells. Mean ± 








間後までの経時的評価を行った (Fig. 17A)。RS9処置により視細胞外節添加 2時
間後から 6時間後までファゴリソソーム形成が促進された (Fig. 17B, C)。また、
RS9が RPE 細胞に及ぼすオートファジー活性変化についても検討した。関連タ
ンパク質である LC3-II及び p62の発現を同一のタイムポイントで経時的に評価
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Fig. 17 Accelerated maturation of POS engulfed phagolysosome by RS9.  
(A) Experimental protocol. (B) Representative images of phagocytized pHrodo-SE–
labeled POS at each time points after POS treatment in ARPE-19 cells. Scale bar indicates 
100 µm. (C) Quantitative data of time course analysis using pHrodo-SE–labeled POS 
phagocytosis assay in ARPE-19 cells. Mean ± SEM (n=6), *p < 0.05, **p < 0.01 
(Student's t-test). (D) Representative band images of western blotting analysis. (E) The 
results of quantitative analysis of the intensity of each immunoreactive protein band. Each 
relative intensity was normalized to those of β-Actin. RS9 was used at 1 µM as a final 











A1 を用いた FITC-POS の分解評価を行った (Fig. 18A)。これまでの検討では、
pH感受性蛍光色素 pHrodoにより修飾した POSを用いファゴリソソーム形成を
評価したが、本検討では FITC により修飾した POS を用いて、RPE 細胞に取り
込まれたすべての POS を評価している。POS 添加から 36 時間後、RPE 細胞内
に残存する FITC-POS を分解されていない POS の指標として、その数を定量評
価した。この結果、RS9処置により取り込まれた FITC-POS数の減少が認められ
た (Fig. 18B, C)。さらに、RS9処置群において、Baf A1の同時処置により残存す
る FITC-POS の数が増加した (Fig. 18B, C)。これらの結果より、RS9は POS の
RPE 細胞内における取り込み自体を増加させるのではなく、ファゴリソソーム






Fig. 18 Effects of inhibition of autophagic degradation on POS accumulation.  
(A) Experimental protocol. (B) Representative images of undigested FITC–labeled POS 
at 36 hours after POS treatment. Scale bar indicates 100 µm. (C) Quantitative data of the 
number of undigested FITC–labeled POS in ARPE-19 cells in 1730 x 1300 µm2. RS9 
was used at 1 µM as a final concentration. Baf A1 was used at 75 nM as a final 
concentration. Mean ± SEM (n = 4), *p < 0.05 vs. vehicle, ‡p < 0.01 vs. RS9 and Baf A1 
(Student's t-test). (D) Schematic diagram of RS9 effects on POS phagocytosis process. 



















Fig. 19 Effects of p62 knockdown on POS phagolysosomes formation.  
(A) Quantitative data of pHrodo-SE–labeled POS phagocytosis assay at 6 hours after 
POS treatment in ARPE-19 cells. Mean ± SEM (n=6), **p < 0.01, N.S.: not significant 
(Student’s t-test). (B) Representative band images of western blotting 6 hours after POS 
treatment. (C) The result of quantitative analysis of the intensity of each immunoreactive 
protein band. Each relative intensity was normalized to those of β-Actin. RS9 was used 







3-5 RS9による AMPKα-mTOR経路早期活性化作用 
 多くの Nrf2活性化薬は、Nrf2の抑制因子 Keap1のシステイン残基への求電子
反応により Nrf2を活性化する親電子剤と呼ばれる化合物である (31)。オートフ
ァジーを誘導するシグナル経路として、細胞内のエネルギー欠乏に応答する
AMPK-mTORC2 経路が存在する (72)。そのため、つづいて AMPK-mTORC2 経
路に対する RS9の作用を検討した。本実験では、AMPK-mTORC2経路関連タン
パク質について、RS9 を前処置してから 6 時間の経時的な発現評価を行った。
この結果、RS9処置 60分後から AMPKのリン酸化が認められた (Fig. 20A-B)。
また、AMPKリン酸化の下流である mTORの脱リン酸化が RS9処置 120分後か
ら認められた (Fig. 20A, C)。さらに、AMPK-mTORC2経路の下流で脱リン酸化
される Akt についても検討したところ、RS9処置 120 分後から Akt の脱リン酸
化が認められた (Fig. 20A, D)。p62については RS9処置 360分の間で有意な発
現変化は認められなかったが、HO-1については RS9処置 360分後に有意な発現









量を用いて RS9添加から 30、60、120分後の NAD+/NADH比を測定した結果、
経時的な上昇傾向及び RS9添加 120分後における有意な NAD+/NADH比の上昇






Fig. 20 Effects of RS9 on AMPK signaling-related protein expressions.  




(A) Representative band images of western blotting. (B-F) The results of quantitative 
analysis of the intensity of each immunoreactive protein band. (B) Phospho-AMPK (p-
AMPK) expression levels compared with those of total-AMPK (t-AMPK). (C) Phospho-
mTOR (p-mTOR) expression levels compared with those of total-mTOR (t-mTOR). (D) 
Phospho-Akt (p-Akt) expression levels compared with those of total-Akt (t-Akt). (E) p62 
expression levels normalized to those of β-Actin. (F) HO-1 expression levels normalized 
to those of β-Actin. Mean ± SEM (n=6), *p < 0.05, **p < 0.01 vs. 0 min (Dunnett’s test). 
(G) Quantitative data of NAD+/NADH ratio. Mean ± SEM (n=4), *p < 0.05 vs. 0 min 





3-6 RS9によるファゴリソソーム形成促進作用における AMPKα1の関与 
AMPKα には細胞質局在型アイソフォームの AMPKα1 及び核局在型アイソフ
ォームの AMPKα2が存在する (74, 75)。このうち、AMPKα2が RPE 細胞におけ
る視細胞外節のファゴサイトーシスに関与することが報告されている (76)。こ
のため、まず α2サブユニットの阻害が RS9のファゴリソソーム形成促進作用に

















Fig. 21 Effects of AMPK knockdown on POS phagolysosomes formation. 
(A-B) Quantitative data of pHrodo-SE–labeled POS phagocytosis assay at 6 hours after 
POS treatment in ARPE-19 cells. Mean ± SEM (n=4-6), **p < 0.01, ‡p < 0.01 (Student’s 
t-test). (C) Representative band images of western blotting 6 hours after POS treatment. 
(D) The result of quantitative analysis of the intensity of each immunoreactive protein 
band. Each relative intensity was normalized to those of β-Actin. Mean ± SEM (n=6), *p 











た (Fig. 22A-B)。 
 
Fig. 22 Effects of Classical electrophiles on POS phagolysosomes formation in RPE 
cells. 
 (A-B) Quantitative data using pHrodo-SE–labeled POS phagocytosis assay at 6 hours 
after POS treatment in ARPE-19 cells. Mean ± SEM (n=6), *p < 0.05 vs. vehicle 




第 4節 考察 
 第 2 章の研究では、トリテルペノイド型 Nrf2 活性化薬である RS9 が RPE に
おける視細胞外節のファゴリソソーム形成を促進することを明らかにした 
(Figs. 16-18)。また、この作用は p62の誘導によるオートファジー誘導に非依存




た (Fig. 22)。今回の検討結果から予想される RS9のファゴリソソーム形成促進
作用メカニズムは以下の通りである (Fig. 23)。 
 
 
















Shed photoreceptor outer segment














を抑制するエミクススタト (ビジュアルサイクル調節剤) が開発された (78)。こ
の化合物は網膜障害性のビタミン A 代謝産物の過剰産生を抑制し得るとされた
が、臨床試験において期待された萎縮型 AMD の進行抑制作用を示さなかった 
(79)。このことから、萎縮型 AMDの治療においてビジュアルサイクルを停止さ
せることは有効な戦略ではない可能性が考えられる。第一章でも述べたように、
近年、萎縮型 AMD 患者の RPE 細胞ではオートファジー不全が生じていること




化され続けている (3)。光照射により POS は酸化され、その一部が切り出され
ることで RPE細胞に取り込まれ消化を受ける (80)。このような性質から POSは
RPE 細胞における脂質過酸化物の主要な供給源となっており、RPE 細胞の消化
機能低下が萎縮型 AMDにおける病態形成に寄与している可能性が高い。 














れが Hard and Soft Acids and Bases則 (HSAB則) (86)に照らしてどの程度柔らか
いものであるかという点も標的因子の選択性を考える上で重要である。また、親









が認められた視細胞外節処置 6 時間後においては、AMPK 活性化作用は認めら
れなかった (data not shown)。このことから、RS9によるファゴリソソーム形成
促進作用は一過性のものである可能性が示唆される。 



























第 3章 プロポリス有効成分による酸化ストレス依存的 Nrf2活性化促進作用 



















主要有効成分である 3,5-ジカフェオイルキナ酸 (3,5-di-O-caffeoylquinic acid)、3,4-
ジカフェオイルキナ酸 (3,4-di-O-caffeoylquinic acid)、クロロゲン酸 (chlorogenic 






傷害を介することが報告されている (91)。前章までに注目した Nrf2は UVAか
らの生理的な皮膚線維芽細胞保護に関与していることが示されているが、WEP
による皮膚線維芽細胞の UVA からの保護作用と Nrf2 の関与については不明で










ナトリウム二水和物、Hoechst 33342は Invitrogen (Carlsbad、CA、USA)、フルオ
ロマウントは Diagnostic Bio Systems (Pleasanton、CA、USA)よりそれぞれ購入し
た。WEP及びその主要有効成分である 3,5-ジカフェオイルキナ酸、3,4-ジカフェ





 ヒト皮膚線維芽細胞株 (NB1-RGB) は、RIKEN BRCより購入した。NB1-RGB
細胞は、10% FBS、100 U/mL penicillin及び 100 µg/mL streptomycin を添加した





 4日間培養した NB1-RGB細胞に対し、UVA照射 1時間前に培地を 1% FBS、
フェノールレッド不含 DMEM (Nacalai Tesque Inc.) に交換し、WEP (PBSにより
希釈) あるいは主要有効成分 (DMSO に溶解後 PBS により希釈) の処置を開始
した。UVA照射には UVクロスリンカー (CL1000; Analytik Jena US LLC、Upland、








 NB1-RGB細胞は、24 well plateに 2.5×104 cells/wellとなるように播種し、37°C、
5% CO2の条件下で 4日間培養した。培地交換と試薬添加を行い、UVA照射 3、
6、12、24時間後にそれぞれサンプリングを行った。以後は第一章 2-2-6と同様
の方法にて評価を行った。一次抗体には、anti-HO-1 rabbit polyclonal (1:1000、
Merck KGaA)、anti-β-Actin mouse monoclonal (1:2000、Sigma Aldrich、St. Louis、
MO、USA) をそれぞれ用いた。二次抗体には、Horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated goat anti-rabbit IgG (1:2000、Thermo Fisher Scientific)、 HRP-conjugated 
goat anti mouse antibody (1:2000、 Thermo Fisher Scientific) を用いた。タンパク質




2-2-4 RNA 抽出 
2-2-3 ウエスタンブロットによる評価と同様のプロトコールで NB1-RGB 細胞
の培養、UVA照射を行った。 UVA照射 6時間後、PBS で 1回洗浄し、サンプ
リングを行った。RNA の抽出は NucleoSpin® RNA (Takara Bio) を用い、製品の
プロトコールに従って行った。 
 




抽出した RNA の濃度は NanoVue Plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB) で 260 
nm の波長の分光測定により求め、RNase-free H2O を用いて各サンプルの RNA 
濃度が等しくなるよう調整した。cDNAへの逆転写 は PrimeScript® RT reagent Kit 
(Perfect Real Time) (Takara Bio) を用いて、製品プロトコールに従って行った。5 
× PrimeScript Buffer (for Real Time) 2 µL、PrimeScript RT Enzyme Mix I 0.5 µL、
Oligo dT Primer (50 µM) 0.5 µL、Random 6 mers (100 µM) 0.5 µL、各 RNA サンプ
ル 6.5 µL の全量 10 µL として、混合した。その後、PCR Thermal Cycler Dice 
(Takara Bio) を用いて 37°C で 15 分間逆転写反応を行い、その後 85°C で 5 秒
間静置し、逆転写酵素を失活させた。 
 
2-2-6 リアルタイム RT-PCR 
リアルタイム RT-PCR には、SYBR Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) (Takara 
Bio) を用いた。SYBR® Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) 10 µL に各 primer 及び
滅菌水、cDNA 1 µL を加え、全量を 20 µL とし、primer 濃度が 0.2 µM となる
ように調整した。その後、Thermal Cycler Dice Real Time System (Takara Bio) を用
いて、95°C、30 秒を 1 サイクル、95°C で 5 秒間、60°C で 30 秒間を 40 サイ
クル行い、PCR 反応を行った。 
用いた primer を以下に示す。 
Ho-1: 5′-CAAGCCGAGAATGCTGAGTTCATG-3′ (センス鎖) 及び 
5′-GCAAGGGATGATTTCCTGCCAG-3′ (アンチセンス鎖) 
Nqo1: 5′-AAGCCGCAGACCTTGTGATATTCC-3′ (センス鎖) 及び 
5′-AACACTCGCTCAAACCAGCCTTTC-3′ (アンチセンス鎖) 
Gclm: 5′-ACAGCTGTTGACTCACAATGATCC-3′ (センス鎖) 及び 
5′-GTGCGCTTGAATGTCAGGAATGCT-3′ (アンチセンス鎖) 










 NB1-RGB 細胞は、4 well chamber slide (Thermo Fisher Scientific) に 2.5×104 
cells/wellとなるように播種し、37°C、5% CO2の条件下で 4日間培養した。培地
交換と試薬添加を行い、UVA照射 6時間後に 4% PFAによる固定を 15 分間行
い、免疫染色を開始した。3% normal goat serum 含有 PBST (0.5% Tween含有) で
30 分間ブロッキングした。ブロッキング後、一次抗体を用いて 4°C で一晩反応
させた。その後、二次抗体を 1 時間反応させ、Hoechst33342 (1:1000、Thermo Fisher 
Scientific) を 10 分間反応させた。最後に PBS で洗浄後、chamber を取り除き、
スライドガラスをフルオロマウント (水溶性封入基材) を用いてカバーグラス
で封入した。一次抗体は、anti-Nrf2 rabbit polyclonal antibody (1:50、Santa Cruz) を、
二次抗体は、Alexa Fluor® 488-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:1000、Thermo Fisher 
Scientific) をそれぞれ用いた。染色した細胞は共焦点レーザ走査型顕微鏡 
(FLUOVIEW FV10i; Olympus) を用いて撮影した。 
 
2-2-8 ゼブラフィッシュ稚魚を用いた高グルコース誘発血管障害 
ゼブラフィッシュの稚魚は血管内皮に enhanced green fluorescent protein (EGFP) 
を発現させた Tg (fli1a:EGFP)y1 (92) (Zebrafish International Resource Center、Eugene、
Oregon、USA) の自然交配により得たものを使用した。得られた胚は 6 well plate




で、明期 14 時間/暗期 10 時間 (明期: 午前 8 時‒午後 10 時) として飼育した 
(50)。グルコース及びWEPはそれぞれ終濃度が 200 mM及び 50 µg/mLとなる
ように飼育液に溶解した状態で胚に暴露した。飼育液は毎日交換した。血管構造
を撮影するために、受精 22時間後以降はメラニン色素の合成阻害剤 1-phenyl-2-
thiourea 200 nMをすべての胚に処置した。 
血管構造の撮影は受精 3日後に実施した。500 ppm 2-phenoxyethanol (wako) 中
で稚魚を麻酔処置した後、3% low-melting agalose (Sigma Aldrich) により 35 mm 
glassbottom dish 上 に 包 埋 し た  (Greiner Bio-One International GmbH 、
Kremsmuenster、Austria)。血管構造の撮影には共焦点レーザー顕微鏡 (LSM700: 




施した。また、ARVO宣言 [The Association for Research in Vision and Ophthalmology 




 実験成績は平均値 ± 標準誤差で示した。統計学的な比較は、SPSS Statistics  
soft wareを用いて F検定を行った後、Student’s t-testまたはWelch’s t-test、一元






第 3節 実験成績 
3-1 WEPによる HO-1誘導促進作用 
  皮膚線維芽細胞を用いて、WEP による UVA からの細胞保護作用における抗
酸化応答機構の関与を検討するため、UVA照射開始から 3、6、12、24時間後に
おいて 30 µg/mLの WEP 処置による経時的なタンパク質発現変動の評価を行っ
た。その結果、Nrf2下流で誘導される抗酸化応答因子である HO-1は、UVA照




処置群において有意な発現低下が認められた (Fig. 24A)。また、UVA 非照射群
においては、WEP処置後も HO-1の発現変動は認められなかった (Fig. 24A)。さ
らに、30 µg/mLのWEP処置により有意な HO-1発現上昇が認められた UVA照
射 3 時間後において、WEP の濃度依存性についても検討を行った (Fig. 24B)。
この結果、WEP による HO-1 発現増加作用は、3–30 µg/mLの範囲で WEP の処







Fig. 24 Changes of HO-1 protein expression.  
(A–D) HO-1 expression level in NB1-RGB cells was evaluated using western blotting at 
each time point after initiating UVA irradiation (A) 3, (B) 6, (C) 12, and (D) 24 h. At all 
time points, WEP was applied at a concentration of 30 µg/mL. Mean ± SEM (n = 5–6), 
*p < 0.05, **p < 0.01 vs. control [WEP (-) UVA (-)], and ‡P < 0.01 vs. vehicle [WEP (-) 
UVA (+)] (Tukey’s test). (E) HO-1 expression level in NB1-RGB cells was evaluated 
using western blotting. WEP was applied at 3, 10, or 30 µg/mL 3 h after initiating UVA 








を上昇させるか否かについて、RT-PCR法を用いて UVA照射 6時間後の mRNA
の発現を評価した。各種抗酸化応答因子の ho-1、nqo1、gclmはいずれもWEP処
置 UVA照射群において発現上昇した (Fig. 25)。また、3-1における HO-1タン
パク質の発現変化と同様に、UVA非照射群において、WEP処置後も ho-1、nqo1
及び gclmの発現変動は認められなかった (Fig. 25)。 
 
Fig. 25 Changes of anti-oxidative stress-related factors. mRNA expression levels of 
ho-1, nqo1, and gclm in NB1-RGB cells was evaluated using RT-PCR at 6 h after 
initiating of UVA irradiation. WEP was applied at a concentration of 30 µg/mL. Mean ± 
SEM (n = 5), *p < 0.05 vs. control [WEP (-) UVA (-)], and ‡p < 0.01 vs. vehicle [WEP 











及びクロロゲン酸の３種類の成分は、HO-1 の発現促進作用が認められた (Fig. 






Fig. 26 Effects of main constituents of WEP on HO-1 induction. HO-1 expression 
level in NB1-RGB cells was evaluated using western blotting 3 h after initiating of UVA 
irradiation. (A) 3,5-Di-O-caffeoylquinic acid (3,5-CQA), (B) chlorogenic acid (CGA), 
(C) 3,4-di-O-caffeoylquinic acid (3,4-CQA), and (D) p-coumaric acid (p-CA). Each 
constituent was applied at 1 or 3 µg/mL. Mean ± SEM (n = 3 or 4), *p < 0.05 vs. vehicle 
















Fig. 27 Effects of WEP on Nrf2 nuclear translocation. Immunostaining for Nrf2 in 
NB1-RGB cells at 6 h after UVA irradiation showed changes induced by UVA irradiation 
and WEP treatment. Cells were fixed and stained with Hoechst33342 (blue) and anti-Nrf2 
antibody (green). WEP was applied at a concentration of 30 µg/mL. White arrows indicate 








発生段階における高グルコース (200 mM Glucose) への暴露は稚魚の硝子体血
管の網目状構造を破綻させるが、WEP 50 µg/mLの自由飲水投与により、異常血





Fig. 28 Occurrence and severity of morphological abnormality in the hyaloid vessels. 
(A) Representative images of hyaloid vessels structure. Scale bar is 50 µm. (B) Analysis 
of severity grade. Grade 0: normal structure. Grade 1: abnormal structure. Grade 2: 
disappearance of vessels. Each group contained 14–18 larvae. Statistical significance was 




第 4節 考察 
 本章では、皮膚線維芽細胞の UVA 照射モデルを用いて WEP による HO-1 を
含む Nrf2 下流に存在する抗酸化応答因子の発現促進作用 (Figs. 24–25) 及び
Nrf2活性化作用 (Fig. 27) を明らかにした。第１章及び第２章で用いた親電子性
Nrf2活性化薬 RS9と異なる点として、WEPは UVA非照射時には Nrf2活性化作
用を示さなかった。この原因として、WEPに含まれる Nrf2活性化成分は通常状
態では Nrf2活性化作用を示さないと考えられる。関連する報告として過去にカ















Fig. 29 Chemical structure of main constituents of WEP. Dotted line shows cathecol 





















ただし、本研究において WEP 及びカフェ酸類は、親電子性 Nrf2 活性化薬よ


























 第一章では、酸化ストレスからの RPE 細胞保護作用に対するオートファジー
の分子生物学的意義を検討するため、主要な酸化ストレス応答機構でありオー
トファジーとの関与が示唆される Nrf2活性化薬を用いて RPE細胞保護作用及 
びその作用機序に関する検討を行った。 
1. Nrf2活性化薬 RS9の酸化ストレス保護作用は、オートファジーの阻害に 
よって抑制された。 
2. Nrf2を介さない抗酸化薬である NACの酸化ストレス保護作用は、 
オートファジーの阻害では抑制されなかった。 








1. Nrf2活性化薬 RS9は、ファゴリソソーム形成を促進させた。 
2. Nrf2活性化薬によるファゴリソソーム形成促進作用は、p62による 
オートファジーの活性化に非依存的であった。 
3. 親電子性 Nrf2活性化薬は、Nrf2経路と別の機序で AMPK経路を活性化 
させることを明らかにした。 
4. 親電子性 Nrf2活性化薬は、AMPK活性化作用によってファゴリソソーム 
形成促進及びオートファジーの活性化を誘導することを明らかにした。 
 
 第三章では、親電子性 Nrf2活性化薬とは異なる Nrf2活性化薬として、グリー 
ンプロポリス水抽出物 (WEP) 及びその有効成分による抗酸化応答因子誘導 
作用を検討した。 
1. WEPは、UVA照射後においてのみ抗酸化応答因子の発現を促進した。 
2. WEPは、UVA照射後においてのみ Nrf2を活性化させた。 
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